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ПОВЫШЕНИЕ ЛЕКАРСТВЕННОЙ УСТОЙЧИВОСТИ КЛЕТОК 
ОСТРОГО МИЕЛОБЛАСТНОГО ЛЕЙКОЗА 
В МНОГОКЛЕТОЧНЫХ АГРЕГАТАХ IN VITRO
INCREASE OF DRUG RESISTANCE OF ACUTE MYELOID LEUKEMIA CELLS 
IN MULTICELLULAR AGGREGATES IN VITRO
Актуальность. Эффективность терапии острого миелобластного лейкоза (ОМЛ) колеблется от 20 до 45%. Одна из причин 
этого – приобретенная лекарственная устойчивость лейкозных клеток, возникающая при применении противоопухолевых 
препаратов. Более важной причиной является возникновение первичной устойчивости клеток миелобластного лейкоза к 
индукции клеточной гибели, связанной с элементами микроокружения клеток в костном мозге. Изучение первичной устой-
чивости важно прежде всего для предотвращения приобретения лекарственной устойчивости лейкозных клеток и, соответ-
ственно, повышения эффективности медикаментозной терапии.
Цель – изучение механизмов первичной устойчивости клеток ОМЛ к индукции клеточной гибели.
Материал и методы. Использовали клетки ОМЛ человека THP-1 и мононуклеарные клетки костного мозга больных с диагно-
стированным ОМЛ. Многоклеточные агрегаты формировали путем культивирования клеток на 1,5% агарозе. Для разобщения 
межклеточных контактов клетки культивировали на среде, содержащей 0,9% метилцеллюлозы. Жизнеспособность клеток 
оценивали по восстановлению индикатора Alamar Blue. 
Основные результаты. В многоклеточных агрегатах 75±5% клеток THP-1 оказались устойчивы к действию рекомбинантного 
белка izTRAIL, 70±5% – этопозида и 40±7% – сорафениба. Разобщение межклеточных контактов подавляло устойчивость к их 
действию. В многоклеточных агрегатах первичных мононуклеарных клеток 45±5% клеток были устойчивы к действию сорафе-
ниба, 57±4% – этопозида. К действию izTRAIL были устойчивы все клетки. Разобщение межклеточных контактов подавляло 
устойчивость к действию сорафениба и этопозида, но не izTRAIL.
Заключение. В многоклеточных агрегатах у клеток ОМЛ THP-1 и мононуклеарных клеток костного мозга происходит повы-
шение устойчивости к действию рекомбинантного белка izTRAIL, этопозида, сорафениба. Разобщение межклеточной адгезии 
в среде с метилцеллюлозой подавляет устойчивость клеток к действию цитотоксических агентов.
Ключевые слова: острый миелобластный лейкоз, лекарственная устойчивость in vitro, многоклеточные агрегаты, межклеточ-
ная адгезия. 
Background: Therapeutic efficiency in treatment of acute myeloid leukemia (AML) ranges from 20 to 45%. One of the causes of the 
latter is a drug resistance acquired by leukemic cells under the influence of treatment with antitumor medicines. More important 
cause is a development of the primary resistance of myeloid leukemic cells to induction of cellular death associated with elemental 
microenvironment within the bone marrow. Studying primary resistance is very important, and first of all, to prevent development 
of drug resistance of leukemic cells and, correspondingly, to increase the efficiency of medicamental therapy. 
Aim: To study the mechanisms of primary resistance of AML cells to induction of cellular death.
Materials and methods: Human AML cells of THP-1 line and  mononuclear cells of the bone marrow were used in the study of patients 
with diagnosed AML. Multicellular aggregates were formed during cell cultivating on the 1.5% agarose. To cut off intercellular adhesion, 
the cells were cultivated in the medium with methylcellulose (0.9%). The viability of the cells was assessed by reduction of Alamar Blue 
indicator. 
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ВВЕДЕНИЕ
Острый миелобластный лейкоз (ОМЛ) – злокаче-
ственная опухоль гемопоэтической системы, кото-
рая характеризуется накоплением аномальных 
(лейкозных) бластных клеток, главным образом 
в костном мозге, и нарушением нормального гемо-
поэза и сопровождается инфильтрацией костного 
мозга лейкозными клетками, анемией и тромбоци-
топенией [1]. Для ОМЛ характерно наличие сома-
тических мутаций в мультипотентных гемопоэтиче-
ских клетках или, в некоторых случаях, более 
дифференцированных клетках-предшественниках. 
Клетки, содержащие мутации, отличаются более 
ускоренной пролиферацией и активацией анти-
апоптотических молекулярных путей по отношению 
к пулу нормальных стволовых клеток красного кост-
ного мозга [2].
Эффективность терапии ОМЛ в клинике коле-
блется от 20 до 45% [3]. Одна из основных причин 
недостаточной эффективности медикаментозной 
терапии ОМЛ – лекарственная устойчивость лей-
козных клеток. Этиология данного феномена пред-
ставлена как минимум двумя основными причи-
нами. Одной из них является приобретение 
устойчивости к препаратам, возникающее при дли-
тельном их применении. Механизмы такой приоб-
ретенной лекарственной устойчивости включают 
в себя снижение внутриклеточной концентрации 
препаратов, модификации внутриклеточных моле-
кулярных мишеней, увеличение активности мета-
болизма препарата, активацию системы репарации 
дезоксирибонуклеиновой кислоты и антиапоптоти-
ческой системы клетки. Другой, и более важной, 
причиной является возникновение de novo (первич-
ной) устойчивости клеток миелобластного лейкоза 
к индукции клеточной гибели. Именно de novo 
устойчивость может являться первым шагом для 
клеток лейкоза на пути приобретения устойчи- 
вости не только к противоопухолевой терапии, но 
и к основным эффекторам противоопухолевого им-
мунитета. Клеточные и гуморальные элементы ми-
кроокружения клеток лейкоза играют определяю-
щую роль в возникновении de novo устойчивости 
к клеточной гибели. Например, при непосредствен-
ном контакте клеток миеломы и миелобластного 
лейкоза с мезенхимальными клетками стромы 
костного мозга значительно повышается устойчи-
вость злокачественно трансформированных клеток 
[4]. Компонентами de novo устойчивости также мо-
гут являться гуморальные факторы микроокруже-
ния клеток лейкозов, такие как колониестимулиру-
ющие факторы, факторы роста и провоспалительные 
Results: Within multicellular aggregates, about 75±5% of THP-1 cells were resistant to the activity of recombinant protein 
izTRAIL, 70±5% – to etoposide, and 40±7% – to sorafenib. Cutting off intercellular contacts decreased the resistance to them. 
Within multicellular aggregates of primary mononuclear cells, 45±5% of cells were resistant to sorafenib, 57±4% – to etoposide, 
and all cells were resistant to izTRAIL. Cutting off intracellular adhesion  reduced the resistance to sorafenib and etoposide but 
not to izTRAIL.
Conclusion: In multicellular aggregates, AML cells of THP-1 line and mononuclear cells of the bone marrow showed increased 
resistance to activity of recombinant protein izTRAIL, etoposide, and sorafenib. Diminishing intracellular adhesion in the medium 
including methylcellulose decreases cellular resistance to cytotoxic agents. 
Key words: acute myeloid leukemia, drug resistance in vitro, multicellular aggregates, intercellular adhesion.
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цитокины, секретируемые как клетками лейкоза, 
так и окружающими нормальными гемопоэтиче-
скими и стромальными клетками [5]. Таким обра-
зом, de novo устойчивость клеток миелобластного 
лейкоза к индукции клеточной гибели может воз-
никнуть в результате сочетанного действия меж-
клеточной адгезии и гуморальных (пара- и ауто-
кринных) факторов. Изучение механизмов de novo 
устойчивости клеток ОМЛ к индукции клеточной ги-
бели важно прежде всего для предотвращения 
приобретенной устойчивости клеток лейкоза и, со-
ответственно, для повышения эффективности ме-
дикаментозной терапии. 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Клеточные культуры
В качестве клеточной модели в работе использова-
ли клетки ОМЛ человека линии THP-1, полученные 
из Всероссийской коллекции клеточных культур 
(Институт цитологии Российской академии наук, 
Санкт-Петербург), и мононуклеарные фракции кле-
ток костного мозга человека, полученные от боль-
ных с диагностированным ОМЛ. Клетки культиви-
ровали в среде RPMI 1640/F-12 (Биолот, Россия) 
с добавлением 20% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (Gibco, США) и 40 мкг/мл гентамицина при 
37 °С в условиях 5% содержания СО
2
 в воздухе. Клет-
ки линии THP-1 и мононуклеарные клетки костного 
мозга при культивировании формировали клеточ-
ные агрегаты размером от 5 до 25 клеток. Для экс-
периментов клетки культивировали на 96-луночных 
планшетах, по 5000 клеток в лунке, в 100 мкл пита-
тельной среды RPMI 1640/F-12 с добавлением 20% 
эмбриональной телячьей сыворотки в течение 
24 часов. Инкубацию клеток с цитотоксическими 
агентами проводили в течение 24 часов.
Выделение мононуклеарной фракции 
красного мозга
Аспират костного мозга получали путем пункции 
гребня подвздошной кости по стандартной методи-
ке. Затем костный мозг разводили 1:1 0,9% раство-
ром хлорида натрия в воде и проводили центрифу-
гирование на градиенте фиколла 1,077 (Sigma, 
США), 800 g, 30 минут, 4 °С. Далее стерильной серо-
логической пипеткой собирали клетки на границе 
раздела фаз «фиколл – жидкость», растворяли 
в среде RPMI 1640/F-12 (1:4) и центрифугировали 
800 g, 5 минут. Осадок ресуспендировали в среде 
RPMI 1640/F-12 с 20% эмбриональной телячьей сы-
воротки и проводили оценку количества живых 
клеток с помощью витального красителя трипано-
вого синего. Количество живых клеток после выде-
ления составляло не менее 95%. Затем клеточную 
суспензию инкубировали в течение 12 часов в куль-
туральных чашках Петри. Клетки, не прикрепивши-
еся к подложке в течение времени инкубации, ис-
пользовались для дальнейших экспериментов, 
мононуклеарные клетки составляли не менее 90-
95% от общего количества. В экспериментах ис-
пользовали клетки, полученные от трех пациентов.
Формирование многоклеточных агрегатов
Многоклеточные агрегаты формировали путем 
культивирования клеток на 1,5% агарозе (Panreac, 
Испания) в течение 24 часов. Для этого культураль-
ные 96-луночные планшеты покрывались 1,5% рас-
твором агарозы, затем проводили посев по 5000 
клеток в 100 мкл питательной среды RPMI 1640/F-12 
с добавлением 20% эмбриональной телячьей сыво-
ротки. Через 24 часа в каждой лунке формировался 
единичный агрегат клеток.
Культивирование клеток в полужидкой среде
Для выяснения роли межклеточных контактов 
в  формировании лекарственной устойчивости лей-
козных клеток проводили культивирование клеток 
на полужидкой среде, содержащей 0,9% метилцел-
люлозы (Sigma, США). Для этого клетки культивиро-
вали в течение 24 часов на 96-луночных планшетах, 
по 5000 клеток в лунке в 100 мкл питательной сре-
ды RPMI 1640/F-12 с добавлением 20% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки, содержащей 0,9% ме-
тилцеллюлозы. Данная среда препятствует спон-
танной агрегации клеток, которые в ней находятся 
в виде суспензии единичных клеток.
Анализ жизнеспособности клеток
Жизнеспособность клеток после инкубации с цито-
токсическими агентами оценивали по интенсивно-
сти восстановления метаболического индикатора 
Alamar Blue (Invitrogen, США). Для этого к клеткам 
после 24 часов инкубации с цитотоксическими 
агентами добавляли Alamar Blue в концентрации 
100 мкг/мл. Затем клетки инкубировали с красите-
лем в течение 4 часов при 37 °С в условиях 5% со-
держания СО
2
 в воздухе и измеряли интенсивность 
флюоресценции при длине волны 595 нм с исполь-
зованием планшетного спектрофлюориметра Infi-
nite (Tecan, Австрия). Все измерения проводили от-
носительно контрольных (необработанных) кле-
ток.
Статистический анализ
Результаты исследований представлены в виде 
среднего ± m, где m – квадратичная ошибка сред-
него. Достоверность отличий средних значений 
оценивалась с помощью t-критерия Стьюдента. 
Эксперименты проводили не менее чем в трех по-
вторах.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
При культивировании клеток THP-1 в составе мно-
гоклеточных агрегатов происходит повышение 
устойчивости клеток к действию цитотоксических 
агентов. При культивировании клеток в многоклеточ-
ных агрегатах 75±5% клеток были устойчивы 
к действию рекомбинантного белка izTRAIL, 70±5% – 
к действию этопозида и 40±7% клеток – к действию 
сорафениба (см. рисунок). Разобщение межкле-
точных контактов при культивировании клеток 
THP-1 в полужидкой среде с метилцеллюлозой по-
давляло устойчивость клеток к действию izTRAIL, 
этопозида и сорафениба (одиночные клетки). 
В этих условиях все клетки приобретали чувстви-
тельность к действию цитотоксических агентов. 
Для первичных мононуклеарных клеток костного 
мозга пациентов с диагностированным ОМЛ полу-
чены сходные результаты. При культивировании 
первичных мононуклеарных клеток в многокле-
точных агрегатах 45±5% клеток были устойчивы 
к действию сорафениба и 57±4% клеток – к дей-
ствию этопозида. Интересно, что первичные моно-
нуклеарные клетки костного мозга пациентов с 
диагностированным ОМЛ оказались устойчивыми 
к действию белка izTRAIL. Разобщение межклеточ-
ных контактов при культивировании первичных 
мононуклеарных клеток в полужидкой среде с ме-
тилцеллюлозой подавляло устойчивость клеток к 
действию сорафениба и этопозида (одиночные 
клетки), но не izTRAIL (одиночные клетки). В этих 
условиях все клетки приобретали чувствительность 
к действию цитотоксических препаратов, но не 
izTRAIL. Таким образом, в многоклеточных агрега-
тах клеток ОМЛ происходит повышение устойчиво-
сти к индукции клеточной гибели.
ОБСУЖДЕНИЕ
Культивирование в составе многоклеточных агрега-
тов способствует повышению первичной лекар-
ственной устойчивости лейкозных клеток к дей-
ствию рекомбинантного белка izTRAIL, ингибитора 
топоизомеразы II – этопозида и мультикиназного 
ингибитора – сорафениба. В то же время разобще-
ние межклеточных контактов клеток ОМЛ при куль-
тивировании на среде, содержащей метилцеллю-
лозу, снижает первичную лекарственную устойчи-
вость данных клеток к действию цитотоксических 
агентов.
Представленные данные указывают на то, что 
в основе de novo устойчивости клеток миелобласт-
ного лейкоза к индукции клеточной гибели лежат 
механизмы, связанные с межклеточной адгезией. 
На сегодняшний день известны внутриклеточные 
протеинкиназы и транскрипционные факторы, ко-
торые принимают участие в механизме лекарствен-
ной устойчивости лейкозных клеток, к ним относят 
следующие сигнальные белки: mTOR, PI3K, ABL1, 
FLT3, JAK2, митоген-активируемые протеинкиназы 
(MAPK) и фактор, индуцируемый гипоксией (HIF-1) 
[6, 7, 8, 9, 10, 11, 12]. Все эти сигнальные белки так-
же могут участвовать в механизмах de novo лекар-
ственной устойчивости клеток ОМЛ.
На наш взгляд, в основе de novo лекарственной 
устойчивости клеток миелобластного лейкоза могут 
лежать как минимум две причины. У клеток в соста-
ве многоклеточных агрегатов может происходить 
активация антиапоптотической системы при непо-
средственном контакте мембраносвязанных моле-
кул межклеточной адгезии, например, ICAM-1 (CD54) 
и LFA-1 (CD11a/CD18), а также ICAM-1 (CD54) и MAC-1 
(CD11b/CD18). В источниках литературы имеются 
данные о том, что связывание ICAM-1 с помощью ин-
гибирующих антител подавляет агрегацию клеток 
THP-1 [13, 14, 15]. Таким образом, можно предполо-
жить, что в формировании de novo лекарственной 
устойчивости клеток ОМЛ могут принимать участие 
внутриклеточные сигнальные пути, ассоциирован-
ные с активацией ICAM-1. Однако агрегация как кле-
ток THP-1, так и мононуклеарных клеток костного 
мозга является конститутивной и не может непо-
средственно коррелировать с возникновением de 
novo лекарственной устойчивости.
Еще одной причиной может быть гуморальная 
(ауто- и паракринная) регуляция устойчивости. Из-
вестно, что клетки ОМЛ секретируют такие про-
воспалительные цитокины, как гранулоцитар - 
но-моноцитарный колониестимулирующий фактор 
(GM-CSF), интерлейкин-1β, -6, -8, фактор некроза опу-
холи (TNF) [16]. В свою очередь, интерлейкин-1β, -6, 
-8 и TNF, являясь провоспалительными цитокинами, 
принимают участие в активации транскрипционного 
фактора NF-κB, под транс крипционным контролем 
которого находится экспрессия генов антиапоптоти-
ческих белков семейства Bcl-2 [17]. Белки этого се-
мейства защищают клетки ОМЛ от индукции апопто-
за [18]. Секреция растворимых цитокинов может 
инициировать повышение лекарственной устойчиво-
сти. Однако в среде без агрегации происходит бы-
строе перераспределение цитокинов между клетка-
ми и средой. В случае с многоклеточными агрегатами 
секретируемые цитокины могут непосредственно 
действовать как на клетки-продуценты, так и на со-
седние клетки, создавая при этом эффект локального 
кондиционирования среды микроокружения клеток, 
тем самым повышая их лекарственную устойчивость. 
Можно также предположить, что активация межкле-
точных молекул адгезии может приводить к усиле-
нию секреции провоспалительных цитокинов, кото-
рые, в свою очередь, активируют экспрессию молекул 
межклеточной адгезии.
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Повышение de novo лекарственной устойчивости клеток THP-1 (а, б, в) и первичных мононуклеарных клеток 
костного мозга пациентов с острым миелобластным лейкозом (г, д, е) в многоклеточных агрегатах
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Таким образом, создается петля обратной свя-
зи в повышении лекарственной устойчивости кле-
ток. Возникновение de novo лекарственной устой-
чивости возможно в условиях агрегации лейкозных 
клеток в костном мозге, где нет быстрых потоков 
жидкостей, в отличие от центральных и перифери-
ческих кровеносных сосудов.
Изучение механизмов de novo лекарственной 
устойчивости лейкозных клеток важно не только 
для повышения эффективности консервативной те-
рапии, но и для изучения молекулярных механиз-
мов межклеточной коммуникации.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Клетки ОМЛ линии THP-1 в составе многоклеточ-
ных агрегатов становятся устойчивыми к действию 
индуктора апоптоза рекомбинантного белка 
izTRAIL, этопозида, сорафениба. Разобщение меж-
клеточной адгезии при культивировании клеток 
на среде с метилцеллюлозой подавляет их устой-
чивость к действию цитотоксических агентов. 
Сходные результаты получены для мононуклеар-
ных клеток костного мозга пациентов с диагности-
рованным ОМЛ.
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